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研究成果の概要（和文）：ゲノム刷り込みは、由来する親の性を示すエピゲノム情報に従って片
アリル性遺伝子発現が制御される、ほ乳類特有のエピジェネティックな現象である。本研究で
は、このエピゲノム情報の正体と、それがマークされるゲノム上の cis 配列を同定することを
目的とし、遺伝子改変マウスを用いることで、以下の点を明らかにした。１）精子生殖細胞に
おける H19-ICRの DNAメチル化は、由来する親の性を区別するエピゲノム情報ではない。２）
CTCF転写因子のアリル特異的結合はエピゲノム情報ではない。３）卵で見つかった H19-ICR
配列に相当する small RNA配列は、エピゲノム情報ではない。４）H19-ICRの刷り込みメチ
ル化は、父方アリルのメチル化と、母方アリルのメチル化からの保護の両方により形成される。
５）H19-ICR 内の Oct-sox 配列は、母方アリルのメチル化からの保護に働く。６）ニワトリ
HS4インスレーターの付加は、H19-ICRの刷り込みメチル化を阻害しない。 
 
研究成果の概要（英文）：Genomic imprinting is an epigenetic phenomenon in mammals, in 
which a subset of genes are mono-allelically expressed depending on their parental origin.  
To reveal identity of the epigenetic signature discriminating the parental origin and its 
deposition site within the H19-ICR sequence, transgenic mouse methodology was employed 
and following findings were demonstrated: 1) Paternal H19-ICR acquired methylation 
independently of its establishment in sperm, 2) CTCF sites were not required to establish 
paternal-allele-specific methylation in pre-implantation embryos, 3) Sequences in the H19-ICR 
corresponding to the small RNA sequences in oocytes were dispensable for methylation imprinting, 
4) Differential methylation of the H19-ICR was established by its paternal-allele-specific 
methylation and maternal-allele-specific protection-against-methylation, 5) Oct-sox motif in the 
H19-ICR harbored protection-against-methylation activity in vivo after implantation, 6) Chicken 
HS4 insulator did not protect the H19-ICR from differential DNA methylation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳動物の遺伝子の一部は、片親性発現を示
す（ゲノム刷り込み）。これは、親の性を示
す「印」が精子や卵でゲノム（受精後のアリ
ルに相当）に記され、受精後にその印に従っ
て転写が制御されるからである。Igf2/H19刷
り込み遺伝子座では、Igf2遺伝子は父方アリ
ル、H19 遺伝子は母方アリルでのみ転写され
る。この刷り込み発現には、H19 遺伝子上流
の、アリル特異的に DNA配列のメチル化状態
が異なる領域（Differentially Methylated 
Region； DMR）が必須であり、同領域は
Imprinting Control Region (H19-ICR)とも
呼ばれる。DMR は他の多くの刷り込み遺伝子
座にも見いだされ、始原生殖細胞において
「消去」された後、あるものは精子、他は卵
の形成過程で「確立」し、受精を経て体細胞
で「維持」される。したがって DMRのアリル
特異的なメチル化（刷り込みメチル化）こそ
が、親の性を示す印であると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 
ゲノム刷り込み分野における最大の謎は、例
えば H19-ICRは、精子ではメチル化されるが
卵ではされず、逆に卵でメチル化される DMR
は、精子ではされないことである。つまり、
両 DMRの間には cis配列上の違いがあるはず
なのだが、DMRの発見以来 20年以上が経過し
た現在でも、未だ見つかっていない。我々の
当初の目的は、由来する親の性に応じて、DMR
メチル化の有無を指令する cis配列の同定に
あった。この目的のために、多くの研究者が
マウス内在 H19-ICRに変異を導入し、DMR形
成に対する効果を検討してきたが同定には
至っていない。我々は H19-ICR配列を、ヒト
βグロビン YACに挿入した後に、トランスジ
ェニック・マウス（TgM）を作製した。YAC上
の H19-ICRは、体細胞では DMRとなったが、
精子ではメチル化されなかった。つまり、i）
挿入した 2.9-kb DNA断片には、メチル化刷
り込みに必要十分な活性が含まれるが、ii）
精子でのメチル化には、2.9-kb配列の外側の
活性が必要であり、したがって、iii）親の
性を示す印の本体は、2.9-kb DNA断片内の
DNAメチル化ではないこと等が明らかとなっ
た。そこで、「メチル化刷り込みに必要十分
な最小 cis DNA配列を、2.9-kbの H19-ICR内
に同定することで、親の性を示すエピジェネ
ティック・マークの正体を明らかにする」こ
とを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
H19-ICR(2.9-kb)に変異を導入することで、
刷り込みメチル化に必要な配列を同定しよ
うとしても、その外側の配列を対象に含める
と、精子でメチル化されてしまうことが予想
される。多くの研究者の努力にもかかわらず、
内在遺伝子座への変異導入により重要配列
の同定に至っていない理由は、このためであ
ると考えられる。そこで、YACに挿入した後
に TgMを作るストラテジーを用いて、2.9-kb
の DNA断片を細分化し、その最小領域を見つ
けることにした。しかしながら、ゲノム刷り
込みは哺乳動物でのみ見られる、世代を超え
た現象であるため、マウスをモデル動物とし
て用いたとしても、その絞り込みには膨大な
時間を要する。そこで、i）候補配列に対し
てピンポイントに変異を導入する、ii）地道
に欠失変異体を作製する、という 2つの柱で
実験を行うこととした。 
 
４．研究成果 
 
（１）2.9-kb H19-ICR断片のみをランダムに
ゲノムに挿入した TgMを作製した。精子では
系統ごとにメチル化状態が異なっていたが、
体細胞では全系統でメチル化刷り込みが確
立していたことから、精子でのメチル化は、
メチル化刷り込みの確立に必須ではないこ
とが分かった（論文④、図中１）。 
（２）CTCF は受精後体細胞で、内在母方
H19-ICR の非メチル化状態維持に関与する。
同因子の受精後メチル化刷り込みの確立に
おける役割を検証するため、H19-ICR 内 4 カ
所の結合配列に変異を加え、YAC-TgM を作製
した。解析の結果、メチル化刷り込みは胚盤
胞期胚までに確立すること、CTCFはこの過程
に関与しないことが分かった。（論文③、図
中 2） 
（３）Rasgrf1 刷り込み遺伝子座では、ノン
コーディング RNAがメチル化刷り込みを制御
することが報告された。また、H19-ICR 配列
に相当する small RNAがマウスの卵子に見い
だされたことから、Igf2/H19遺伝子座の刷り
込みメチル化にもノンコーディング RNAが関
与する可能性が考えられた。そこで、small 
RNA 相当配列を H19-ICR から欠失させた後に
YAC-TgM を作製した。同配列は、正常にメチ
ル化刷り込みを受けたことから、H19-ICR に
おいては、small RNAがエピジェネティック・
マークの本体では無いことが分かった（論文
②、図中３）。 
（４）H19-ICR のメチル化刷り込みは、父方
アリルの選択的メチル化、母方アリルのメチ
ル化からの選択的保護、あるいはその両方よ
り形成されると考えられる。その検証、及び、
2.9-kb H19-ICR断片の欠失変異体作製の第一
歩として、同断片を２分する位置にλ DNA断
片を挿入し、YAC-TgM を作製した。メチル化
解析の結果、H19-ICRには両方の活性があり、
選択的メチル化導入には、5'側断片のみで十
分であり、保護活性には、両断片の共存が必
要であることが分かった（論文①、図中４）。 
（５）H19-ICR の DNA メチル化異常がその原
因の一つである Beckwith-Wiedemann 症候群
の患者で、多能性転写因子 Oct、及び Sox 結
合配列の変異が見つかった。また、マウス培
養細胞を用いた実験で、これらの結合配列が、
母親由来 H19-ICRの低メチル化状態の維持に
関与する可能性が見いだされた。そこで、こ
れら cis 配列の DMR 形成における役割を in 
vivoで検証した（投稿中、図中５）。 
（６）DMR形成に必要な cis配列が 2.9-kbの
DNA 断片内にあることが確定した一方で、由
来する親の印が、染色体上で H19-ICRの内側
と外側のどちらに存在するのかは分からな
い。そこで、ニワトリ HS4インスレーター配
列を H19-ICRの両側に配することで、外側か
らのエピジェネティック・シグナルの伝播を
妨げた YAC-TgMを作製した。同マウスの解析
により、親の印が付加される場所を明らかに
した（投稿中、図中６）。 
（７） H19-ICR の５’欠失変異体を持つ
YAC-TgM を多系統、作製・解析することで、
父親由来アリル特異的に DNAメチル化を誘導
するために必要な cis配列の同定を試みてい
る（投稿準備中）。 
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